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^ (54) TlUe: USE OF ANTIBODIES AGAINST A TUMOR-ASSOCIATED ANTIGEN 

^ (54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON ANTIKORPERN GEGEN BIN TUMOR-ASSOZOERTES ANTIGEN 

^ (57) Abstract: The invention relates to the use of a preparation based on an antibody directed against a tumor-associated antigen 
^ in order to produce a medicament for the intraoperative treatment of tumor patients, particularly for the prophylactic treatment for 
preventing the dissemination of tumor cells. The invention also relates to a set for carrying out the intraoperative treatment of tumor 
patients that contains the medicament and an agent for diagnostically identifying malignant tumor cells. 

® (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifiFt die Verwendung eines Pr^parates auf Basis eines Antikorpers gerichtet gegen ein 
Tumor-assoziiertes Antigen zur Herstellung eines Arzneimittels zur intraoperativen Behandlung von Tumorpatienten, insbesondere 

^5 zur prophylaktischen Behandlung zur Veihinderung der Disseminierung von Tumoizellen. Die Erfindung betrifiFt weiter ein Set zur 
intraoperativen Behandlung von Tumorpatienten, enthaltend das Arzneimittel und ein Mittel zur diagnostischen Bestimmung von 
malignen Tumorzellen. 
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Verwendiing von Antikdrpem gegen ein Tumor-assoziiertes Antigen 

Die Erf indung betrifft eine neue Verwendung eines Antikorperpra- 
parates sowie ein Set zur intraoperativen Beliandl\ing von Tiimor- 
patienten. 

Tumore entstehen aufgnand von unkontr oilier tern Zellwachstum, was 
bei epithelialen Zellen zur Ausbildimg von soliden Zellagglome- 
raten fiihrt. Im Fall von gutartigen Txamorgewebe geht mcin davon 
aus, dass das Zellwachstiom limitiert ist und keine SekundSrtiHno- 
re Oder Metastasen auftreten. Bei Krebserkrankungen koinmt es je- 
doch zur Bildung von malignen Txxcnoren, wobei im f ortlauf enden 
Stadium SekundSrtiunoren xand Metastasen vorkoramen. Am haufigsten 
treten Krebsformen mit epithelialen Tumoren auf , die unter 
anderem Brust, Magen, Darm, Pankreas, Lunge, Prostata und Eier- 
stock betreffen. 

Krebs ist eine weit verbreitete Krankheit und veriauft in vielen 
Fallen todlich. Die Krebs therapie umfasst tiblicherweise die Ent- 
femung eines soliden Tumors und eine weitere Behandlxmg, die 
Metastasen verhindern bzw. reduzieren soil. Zu den Standard- 
therapien zahlen neben der Chirurgie noch die Chemotherapie xind 
Bestrahlungs therapie. Trotz der umfassenden Therapie, die oft 
mit schweren Nebenwirkiingen einher geht, ist der Behandlungser- 
folg vingenugend. Die Ruckf allsrate bei Darmkrebs liegt bei etwa 
45%. Metastatischer epithelialer Krebs gilt nahezu als un- 
heilbar. Es gilt daher bei der Behandlung von Krebspatienten die 
Metastaseiibildung zu verhindern bzw. zu reduzieren. 

Tumorzellen konnen von Primartumoren in Korperf lussigkeiten und 
anderen Organen disseminieren. Diese disseminierten Tiimorzellen 
k5nnen sich im Ruhezustand befinden und sind durch eine Chemo- 
therapie (Radio therapie) oft nicht angreifbar. Ein derartig be- 
handelter Patient befindet sich scheinbar in einem geheilten 
Zustand, welcher auch als ^minimal residual disease"* beschrieben 
ist. Ruhende Tumorzellen haben jedoch ein Potential zur Metasta- 
senbildiing/ wenn sie zu wachsenden und me tastasier enden Zellen 
werden . 
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Die Immuntherapie stellt eine innovative Behandlungsmoglichkeit 
von Krebspatienten dar. Sowohl aktive als auch passive Immxin- 
therapie sind anerkannte MalSnahmen ziir 'Untersttitzimg des Iitcman- 
sys terns . 

Das adaptive Immunsystem des Menschen besteht aus zwei wesentli 
chen Komponenten, der hiimoralen \and der zellulSren ImmTonitat. 
Die adaptive Immunantwort beruht ziim Teil auf der klonalen 
Selektion von B- irnd T-Lymphozyten und erlaubt im Prinzip die 
Erkenntmg jedes beliebigen Antigens sowie den Aufbau eines immu 
nologischen GedSchtnisses . Diese Merkmale des adaptiven Iininiin- 
systems werden generell bei Impfvingen nutzbringend angesprochen 

Jede B-Zelle produziert einen Antikorper mit bestimmter 
Bindiingsspezif itat . Dieser Antikorper befindet sich als spezi- 
fischer Rezeptor auch in der Membran der ihn produzierenden B- 
Zelle. Die humorale Immunantwort gegen als fremd erkannte An- 
tigene beruht auf der selektiven Aktivierung derjenigen B- 
Zellen, die solche Antikorper produzieren, die an Epitope des 
jeweiligen Antigens binden kSnnen. Fiir die Antikdrpervielfalt 
spielen DNA- Rearrangements im Verlauf der B-Zelldif f erenzierung 
eine entscheidende Rolle. 

Es gibt mehrere MSglichkeiten, in das Immimsystem einzugreif en, 
1. Passive AntikSrpertherapie: 

Fiir therapeutische Zwecke ist es moglich, Antikoarper, die not- 
wendig sind, um eine bestimmte Funktion innerhalb eines Organis 
mus zu erfiillen, diesem Organismus zuzufiihren. Diese Art der 
Anwendung wird passive Immuntherapie genannt und kann bei ver- 
schiedenen medizinischen Indikationeh eingesetzt werden, z.B. 
bei Krebs- Immuntherapie (Immunol. Today (2000), 21:403), Vergif 
tungen (Toxicon (1998), 36:823; Therapie (1994), 49:41), Infek^ 
tionen (Clin. Infect. Dis . (1995), 21:150). In diesen Fallen 
kSnnen AntikOrper eingesetzt werden, die entweder aus entspre- 
chend immunisierten Tieren stammen oder tiber Immortalisierung 
von Immunglobulin-Genen durch verschiedene biologische oder mo- 
lekularbiologische Techniken aus Zellen gewonnen werden konnen 
(z.B. Hybridoma-Technik, Phage-Display-Technik, etc . ) . 
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2. Aktive Iirmiunisierung: 

ZxiT Modulation des Immunsys terns kann man luit Antigenen im- 
munisieren. Antigene sind Molekiile, Molekul-Kon^lexe Oder ganze 
Organismen, an welche Antikorper binden konnen. Nicht alle An- 
tigene rufen eine Immunantwort hervor, d.h. nicht alle Antigene 
sind immunogen . Bestimmte kleine Molekule werden vom Iinmxmsystem 
nicht registriert (Haptene) , seiche kleinere Molekule kann man 
dem lmm\msystem in geeigneter Form prftsentieren und sie dadurch 
immunogen machen. Eine derartige Methode ist die Kopplxing des 
Haptens an ein immunogenes Molektil, ein sogenanntes 
"TragermolekUl" . Zur aktiven Immunisierung kSnnen auch AntikSr- 
per-Praparate eingesetzt werden, wie in der EP 1140168 be- 
schrieben. 

Tumorzellen konnen durch das Immunsystem nur bedingt angegriffen 
werden, da sie sich von noirmalen Z ell en kaxim unterscheiden und 
daher spezifische Antikorper fehlen. Viele Arbeiten beschaftigen 
sich mit der Identif izierung geeigneter Targets, also Zielan- 
tigene zur Herstellvmg von Txamor-spezif ischen AntikSrpem. Die 
Iitmiintherapie zur Behandliing von Krebs umfasst dann entweder die 
passive Therapie durch die direkte Verabreichung der spezi- 
fischen AntikOrper oder die aktive Impfung mit geeigneten An- 
tigen-Targets zur Stimulierung des Immunsystems und Generierung 
der spezifischen AntikSrper in vivo. 

Ein Ansatz, Tinnorzellen relativ spezifisch zu zerstSren, ist die 
passive Immion therapie mit Antikorpern, die gegen Tumor-assozi- 
ierte Antigene (TAA) gerichtet sind (Immunology Today (2000) , 
21:403-410; Curr. Opin. Immunol. (1997), 9:717). Ein anderer An- 
satz Tumorzellen zu zerstdren ist eine aktive Inrpfung, die eine 
Immunantwort gegen TAA auslSst. Diese Immunantwort ist somit 
auch gegen die entsprechenden Tiamorzellen gerichtet (Ann. Med. 
(1999), 31:66; Immunobiol . (1999), 201:1). 

Bestimmte TAA werden als relevante „ targets* zur Entwicklung von 
immxintherapeutischen Mitteln zur Prophylaxe und/ oder Behandl\ing 
von Krebs definiert. TAA sind Strxikturen, die bevorzugt auf der 
Zellmembran von Tumorzellen exprimiert sind, dadurch eine Unter- 
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scheidung zu nicht-malignem Gewebe ermoglichen und daher als 
Zielpiinkte fiir diagnostische xind therapeutische Anwendungen von 
spezifischen Antikorpem gesehen werden. 

Im Verlauf der Entdeckung und nachf olgenden Charakterisierung 
von verschiedenen TAA hat sich herausgestellt, dass diese oft 
wichtige Funktionen fiir Krebszellen haben. Sie ermSgliclien den 
entarteten Zellen, charakteristische Eigenschaf ten ftir den mali- 
gnen PhSnotyp wie z.B. vermehrte AdhSsionsfahigkeit oder 
vermehrte Aufnahme von Wachstuinsf aktoren, auszuuben, die fur die 
Etablierxing von Metastasen von groSer Bedeutung sind, Allerdings 
k5nnen solche Antigene durchaus in bestimmten Stadien auch auf 
normalen Zellen exprimiert sein, wo sie fiir normale Funktionen 
dieser Zellen verantwortlich sind. Ein Beispiel dafiir ist das 
Lewis Y Kohl enhydratanti gen, das auf der Mehrzahl der Tiomoren 
epithelialen Ursprungs aufscheint/ aber auch wShrend der fotalen 
Entwicklung epithelialer Gewebe eine wichtige Rolle . spielt . Es 
wurde gezeigt, dass die Expression dieses Antigens in Liangen- 
krebs mit einer ungiinstigen Prognose assoziiert ist, da Lewis Y 
positive Krebszellen of f ensichtlich ein hSheres metastatisches 
Potential haben (N. Engl. J. Med. 327 (1992), 14). 

In der EP 0 528 767 ist die Verwendxing eines htimanisierten anti- 
Lewis Y-Antikorpers zur Behandlung von epithelialem Krebs be- 
schrieben. 

Unter den weiter bekannten Tuinor-assoziierten Kohlenhydratstruk- 
turen finden sich z.B. alle Lewis-Antigene, die verstarkt in 
vielen epithelialen Krebsarten exprimiert werden. Dazu gehoren 
Lewis X-, Lewis b- lond Lewis y-Strukturen, sowie sialylierte Le- 
wis x-Strukturen. Andere Kohlenhydrat-Antigene sind GloboH- 
Strukturen, KHl, Tn-Antigen, TF-Antigen, das alpha-1, 3-Galac- 
tosyl-Epitop (Elektrophoresis (1999), 20:362; Curr. Phairmaceuti- 
cal Design (2000), 6:485, Neoplasma (1996), 43:285). 

Andere TAA sind Proteine, die von Krebszellen besonders stark 
exprimiert werden, wie z.B. CEA, TAG-72, MUCl, Folate Binding 
Protein A-33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, etc. (Sem. 
Cancer Biol, (1995), 6:321). Relevante TAA sind oftmals Oberfla- 
chenantigene von epithelialen Zellen, die vermehrt in wachsenden 
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Zellen, wie fotalem Gewebe, xmd auch an Tumorgewebe auftreten. 

Direkte therapeutische Anwendxingen von Antikorpern gegen TAA be- 
rrihen auf passiven Immuntherapien, das heifit, ein spezif ischer 
Antikorper wird systemisch in geeigiieter Menge an Krebspatienten 
verabreicht und tibt eine immuntherapeutische Wirkung aus. Die 
biologische Halbwertszeit solcher Agentien hangt von ihrer 
StruktTir ab und. ist begrenzt. Daher ist es notwendig, wiederhol- 
te Applikationen vor zimehmen . Das kann bei Verwendung von xeno- 
genen AntikSrpem (z.B. miirine monoklonale AntikOrper, MAK) aber 
zu unerwtinschten Immunreaktionen fuhren, die eine mogliche 
therapeutische Wirkung neutralisieren und gefahrliche Neben- 
wirkungen (anaphylaktische Reaktionen) bedingen konnen. Daher 
konnen solche Immuntherapeutika nur fiir eine begrenzte Zeit 
verabreicht werden. 

Eine bessere Vertraglichkeit wird durch Reduktion der xenogenen 
Strukturen des Antikorpers und den Einbau von menschlichen 
Strukturen erzielt, beispielsweise mit chimaren oder hu- 
manisierten Antikorpern. Es werden auch Systeme zur Herstellxmg 
spezif ischer huicianer AntikSrper entwickelt. So konnen bestimmte 
Zelllinien, Orgcoiismen Oder transgene Tiere gemaS Stand der 
Technik humane AntikOrper produzieren. 

Verschiedene Arbeiten behandeln das Risiko der Metastasenbildimg 
durch die Freisetzung von Tumorzellen, wie sie bei einer chirur- 
gischen Behandlung vorkommen kann. Wie in Clin. Cancer Res. 
4(2), 343-8 (1998) beschrieben, konnen gerade wahrend einer 
Tumorresektion Tumorzellen in Blutproben bestimmt werden. Die 
intraoperative Disseminierung haitiatogener Tumorzellen wird un- 
mittelbar mit der ^minimal residual disease"* sowie der Metasta- 
senbildung in Zusammenhang gebracht. In Semin. Surg. Oncol. 
20(4), 329-33 (2001) wiird daher verges chlagen, zusatzliche peri- 
operative Mafinahmen der AntikSrpertherapie oder zytotoxischen 
Therapie zu setzen. 

Eine kombinierte Behandlung von Tiimorpatienten wird in der 
WO 00/69460 beschrieben. Patienten werden zunSchst 8-24 Wochen 
lang vor einer chirurgischen Behandlung mit einer Antikorper- 
Praparation, kombiniert mit einem zytotoxischen Mittel, in wo- 
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chentlichen Abstanden behandelt, um die TumorgroSe zu redu- 
zieren. Nach erfolgter Tximorresektion wird der Patient abermals 
der kombinierten immixntherapeutischen Behandliirig unterzogen. 
Diese perioperative Behandlung lomfasst vorerst einen vollstan- 
digen Behandliingszyklus Wochen vor und spater einen weiteren Zy- 
klus Wochen nach der Operation. In diesem Doktament werden 
AntikSrper verabreicht, die Ober eine ADCC- bzw. CDC-Funktion 
zum Zelltod ftlhren (s. Seite 5, Zeilen 10-17) • Die so be- 
handelten Patienten zeigen eine verbesserte tJberlebensrate sowie 
eine verringerte Tumor ausbreit\ing (TTP) . 

GemaS der US 20010006618 werden Antikorperpraparationen ftir die 
diagnostische Verwendiing wahrend eines operativen, intravaskuia- 
ren, laparoskopischen oder endoskopischen Eingrif fs vorge- 
schlagen. Intraoperative Lasionen sollen lanter Verwendung einer 
markierten Antikorper-Praparation detektiert werden. Dabei wird 
der markierte Antikorper innerhalb von 48 Stunden vor dem Ein- 
griff verabreicht und nach der Operation der Patient hinsicht- 
lich der mSglichen Verteilving des markierten AntikSrpers 
untersucht. Die Markierungssubstanz kann welters axiSer zur De- 
tektion auch zur Behandlung des Txamors verwendet werden, etwa 
indem ein fotoaktives Reagens als Markierungssixbstanz eingesetzt 
wird, das nach Bindung des Antikdrpers durch Lichteinwirkung ak- 
tiviert wird. 

GemaS der US 4643971 wird eine Auswahl von Tumor-spezif ischen 
AntikSrpem zur Bestimmung von Gallenkrebs vor einer entspre- 
chenden Operation vorgeschlagen. 

WO 01/23005 betrifft die Verabreichung von Antikorpem, die mit 
einem Farbstoff konjugiert sind, zur Tumorranddarstellung. Die 
Antikorperfarbstof fkonjugate reichem sich im Randbereich des 
Zellgewebes eines Tumors bevorzugt an und machen damit den Rand- 
bereich optisch darstellbar (s. Seite 8, 1. vollstSndiger Ab- 
satz) . 

Die Erfindung stellt sich zur Aufgabe, die Behandlung von 
Krebspatienten insofern zu verbessem, dass die Disseminierung 
von Tumorzellen bzw. die Metastasenbildung weitgehend xinter- 
drtickt wird. 
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Die Aufgabe wird erf indiingsgemSS durch den Gegenstand der An-, 
spriic&e gelSst. 

Die erf indungsgemaSe Verwendung betrifft ein Praparat auf Basis 
eines Antikorpers fur die Herstellung eines Arzneimittels, wel- 
cher Antikorper gegen ein TAA gerichtet ist. Dieses Arzneimittel 
wird zur intraoperativen Behandlimg von Tinno23)atienten im Rahmen 
von chirurgischen Eingriffen verabreicht, wobei Tumorzellen im- 
mxinkomplexiert werden. Die Iiamxankomplexbi Idling erfolgt wahrend 
der Operation, also vor allem auf Txamorgewebe Oder Zellen, die 
intraoperativ zuganglich werden. 

Die intraoperative Behandlung ist Voraussetzung ftir die 
funktionelle Aktivierung des Immunsys terns gegen die Tumorzelle, 
worauf diese unmittelbar lysiert wird. Die Disseminierrong von 
Tumorzellen, die wShrend bestimmter chirurgischer Vorgange 
passieren kann, wird dann weitgehend unterbunden. Dass eine 
Disseminierung von Tiamorzellen sogar wahrend der Biopsie, also 
eines relativ gering iiivasiven chirurgischen Eingfiffs auftreten 
kann, wurde beispielsweise an Brustkrebs-Patientinnen gezeigt. 
Hier war ein Nachweis von disseminierten Tiomorzellen vor der 
Operation nicht maglich, nach der Biopsie stieg der Wert von 
zirkulierenden Epithelialzellen, die disseminierten Tumorzellen 
entsprechen, in einigen Fallen stark an* 

Das Arzneimittel wird vor allem erf indungsgemaS prophylaktisch 
eingesetzt, um die Disseminierung der Tumorzellen in Sekxindar- 
organe oder in Knochenmark zu verhindern. 

Die erf indungsgemafie Behandlung umfasst sowohl prophylaktische 
als auch therapeutische mfinahmen. Die Behandlung dient nicht 
nur der Humanmedizin, sondem kann auch bei chirurgischen Ein- 
griffen an verschiedenen saugetieren indiziert sein. 

Unter dem Begriff „ intraoperative Behandl\mg^ wird erf indungsge- 
maS die Behandlung von Tumorpatienten verstanden, die einen ho- 
hen AntikOrper titer wahrend der Dauer einer Operation 
gewahrleistet . Praktischerweise wird das Antikorper-Praparat nur 
wenige Stunden vorher, also iinmittelbar wahrend der Vorbereitung 
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des Patient en fur die Operation oder wahrend der Operation 
selbst verabrei.cht - Die Behandlnng wird tiblicherweise innerhalb 
von 24 Stunden vor der Operation vorgenoirnnen/ vorzugsweise in- 
nerhalb von 8 Stxinden, weiter bevorzugt innerhalb von 4 Stunden, 
am meisten bevorzugt innerhalb von einer Stunde vor dem chirur- 
gischen Eingriff vorgenoirnnen. Die erf indungsgemalSe intraopera- 
tive Behandlung unterscheidet sich somit von einer 
perioperativen Behandlung des Standes der Technik, welche eine 
mehrwSchige und wiederholte Behandlung des Patienten vor der 
Operation, sowie eine weitere Behandlungsperiode nach der Opera- 
tion vorsieht. 

Erf indungsgemaS werden chirurgischen Eingrif fe zur teilweisen 
Oder ganzlichen Tumorresektion solider Tumoren vorgenommen . 
Tuinorgewebe wird vorzugsweise mit einer „no touch"^ Operations- 
technik entfemt, uiti die Gefahr der Disseminierung von 
Tumorzellen in die Peripherie von vomherein zu reduzieren. 

Unmittelbar vor bzw, wahrend des operativen Eingriffs erhalt der* 
Tumorpatient erf indungsgemSS ublicheorweise eine einmalige Dosis 
eines AntikSrper-PrSparates, um einen bestimmten Serumgehalt zu 
erreichen. Ab einem spezifischen Immunglobulingehalt von etwa 
mindestens 10, vorzugsweise mindestens 50, am meisten bevorzugt 
mehr als 100 ug/ml Seriun, wird so ein Schutz vor einer mOglichen 
Verteilung von Tiamorzellen in die Blutbahn aufgebaut. Der Anti- 
kdrpertiter ist nach einer intravenSsen Behandlung praktisch so- 
fort verfugbar, Weitere systemische Behandlungen umfassen die 
intramuskulare, subkutane, intradermale oder mukosale, wie orale 
Oder nasale Verabreichiing. Dabei muss aber mit einer verzogerten 
Verfiigbarkeit gerechnet werden. Das Antikorper-Praparat kann 
auch lokal, also zum Tximorgewebe und/oder in den Wundbereich 
nach Entfemung des Tumors, verabreicht werden. Verschiedene 
Verabreichungsarten kOnnen auch sinnvollerweise kombiniert 
werden, etwa eine i.v. Infusion kurz vor der Operation, sowie 
eine lokale Dosis direkt in den Wundbereich appliziert. Prak- 
tische Applikationsformen fiir die lokalisierte Verabreichxing \am- 
fassen beispielsweise fertige „ready to use« Applikatoren, etwa 
Katheter, Sprit zen oder Sprays, geeignet zur Verteilung von 
Fltlssigarzneimi tteln . 
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Gerade bei endoskopisclien oder mikroinvasiven Operationsmethoden 
ist die lokale Applikation vorteilhaft. So wird etwa bei der Bi- 
opsie das Arzneimittel vorzugsweise tiber den Stichkanal oder pa- 
rallel liber entsprechende Spritzen bzw. Katheter eingebracht • 

Kleine Tumoren oder eine Probe von Txainorgewebe wird tiblicher- 
weise durch Biopsie entnommen, Aufgrund des Biopsiematerials 
diagnostiziert dann ein Pathologe, ob das Gewebe von einem gut- 
artigen oder bSsartigen TxHnor stammt. Patienten, die biopsiert 
werden, werden an sich noch keiner Krebstherapie imterzogen, Der 
Patient erhait gemafi Stand der Technik erst nach dem positiven 
Befxind einer Krebserkrankung entsprechende Arzneimittel. Er- 
f indungsgemafi erhait hingegen bereits ein Risikopatient die ent- 
sprechende prophylaktische Behandlung, um eine Disseminierung 
von Tiimorzellen aufgrund der Biopsie selbst auszuschlieSen. 
Das erf indungsgemaS verwendete Arzneimittel ist an sich gut ver- 
traglich und wird dem Tvimorpatienten ublicherweise nur einmalig 
verabreicht. Die Prophylaxe ist daher auch dann angebracht, wenn 
sich das Risiko einer Krebserkrankung noch nicht bestatigt hat, 
und der chirurgische Eingriff zur Bestimmung tiber die MalignitSt 
eines Tumors vorgenommen wird. Neben der tiblichen Diagnostik 
durch den pathologischen Befund besteht erf indungsgemSlS weiter 
die M5glichkeit, die entstandenen Immiinkoitrplexe zu bestimmen und 
dadurch einen Indikator fur die Malignitat des Tumors zu erhal- 
ten. Dies setzt voraus, dass der verwendete Antikorper gegen ein 
TAA gerichtet ist, der gutartiges von bosartigem Tumorgewebe un- 
terscheidet . 

Im Fall einer Krebserkrankung werden erf indungsgemafi Immunkom- 
plexe mit Tumorgewebe bzw, Tumorzellen erhalten, die nicht nur 
am Tumorgewebe nach Tumorresektion bestimmbar- sind, sondem auch 
in peripheren KGrperf lussigkeiten. So k5nnen Blut- oder Serxam- 
proben des Patienten nach der Behandlung qualitativ und/oder 
quantitativ auf Immxmkontplexe oxntersucht werden. Die Analysenme- 
thoden sind an sich ubliche Analysenmethoden mit Fraktionierung 
und Anreicherung der Immunkomplexe xind/oder Immunreaktion mit 
einem spezifischen Antikorper, etwa gerichtet gegen den Fc-Teil 
des zur Behandlung eingesetzten Antikorpers. Wenn der verwendete 
Antikorper murine Strukturen aufweist, kann dieser auch mit 
einem anti-murin Antikorper gebunden werden, im Sinne eines 
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^capture"* Schrittes. Der Nachweis der Bindiing erfolgt liblicher- 
weise mit einer entsprechenden Antikorper-Markierung, etwa mit 
einem Fluor eszenz-Label oder einer Farbreaktion. 

Erf indungsgemafi wird waiter ein Set zur intraoperativen Behand- 
liang von Tiamorpatienten zur Verfiigung gestellt, enthaltend 

a) ein Arzneimittel auf Basis eines AntikSrpers, gericlitet gegen 
ein Txomor-assoziiertes Antigen, und 

b) ein Mittel zur diagnostischen Bestimmung von malignen 
Tumorzellen, die mit dem Antik5rper iiranunkomplexiert sind. 

Der AntikOrper des Sets ist dabei vorzugsweise ein nativer, also 
ein funktionell aktiver Antikorper. Dieser Antikorper ist daher 
vorzugsweise nicht mit einem Label oder anderen Detektions- 
mitteln behaftet, um die Funktionalitat nicht zu beein- 
trSchtigen. 

Die erf indungsgemaSe Verwendung wird vorzugsweise mit Antikor- 
pem vorgenommen, die gegen ein Epitop eines Oberf lachensuitigens- 
einer Tumorzelle gerichtet sind. Gegebenenf alls wird ein TAA von 
Zellen solider Tumoren oder eine Selektion („panel'M von TAA ge- 
wfihlt, insbesondere individuelle TAA des Tumors des jeweiligen 
Patienten. Patienten mit Primartumoren konnen gleichermaSen be- 
handelt werden, wie Patienten mit Sekxindar tumor en. 

In der Kegel ist davon auszugehen, dass unter einem Antigen, das 
ein proteinares Epitop eines TAA imitiert, ein Polypeptid von 
mindestens fiinf Aminosauren zu verstehen ist. 

Unter den Epitopen des erf indungsgemaS verwendeten Antikorpers 
findet sich vorzugsweise mindestens ein Epitop eines humeuien An- 
tigens ausgesucht aus der Gruppe der Peptide oder Proteine, ins- 
besondere EpCAM, NCAM, CEA und T-Zell Peptide, welche 
vorzugsweise von Tumor-assoziierten Antigenen abgeleitet sind, 
weiter der Kohlenhydrate, insbesondere Lewis Y, Sialyl-Tn, Globo 
H, und der Glycolipide, insbesondere GD2, GD3 imd GM2 . Bevorzug- 
te Epitope sind von Antigenen abgeleitet, die spezifisch fur 
epitheliale Tumoren sind und etwa vermehrt bei Brustkrebs, Krebs 
des Magen und Darms, der Prostata, Pankreas, Ovarien und der 
Lunge vorkommen. Unter den bevorzugten Epitopen sind diejenigen 
zu finden, welche vor allem eine humorale Immunantwor t , also 
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eine spezifische Antikorperbildung in vivo hervornifen. Der er- 
f indiingsgemafie immiinogene Antikorper kann vorzugsweise audi eine 
T-Zell spezifische Iinm\inantwort ausloseri, wodurch als Resiktion 
auf die Verabreichiing des Antikorpers nicht nur Antikorper bei- 
spielsweise der IgM-Klasse gebildet werden, sondem auch der 
IgG-Klasse. 

Altemativ kSnnen speziell auch diejenigen Antigene als Epitope 
im Sinne der Erfindvmg ausgewahlt werden, welche eine T-Zell 
spezifische Iramiinantwort generieren. Darunter sind vor allem 
auch intrazellulare Strukturen bzw. T-Zell Peptide zu finden. 
Beispielsweise kann die erf indungsgemaSe intraoperative Behand- 
Itxng auch dazu verwendet werden, urn das Volumen eines Pleuraer- 
gusses, d.h. einer Fltissigkeitsansamitilung in der Pleurahohle, zu 
reduzieren. Pleuraergtisse koinmen hSufig bei Patienten vor, die 
an epithelialem Krebs erkrankt sind, 

Weiter bevorzugte proteinare Epitope, die besonders auf Krebs- 
zellen solider Tumoren exprimiert werden, sind z.B. TAG-72, 
MUCl, Folate Binding Protein A-33, CA125, HER-2/neu, EGF-Rezep- 
toren, PSA, MART etc. (s. z^B. Sem. Cancer Biol. 6 (1995), 321). 
Welters kSnnen auch sogenannte T-Zeli-Epitop-Peptide (Cancer Me- 
tastasis Rev. 18 (1999), 143; Curr. Opin. Biotechnol. 8 (1997), 
442; Curr. Opin. Immunol. 8 (1996), 651) dienen. 

Geeignete Epitope werden zumindest in 20%, vorzugsweise mindes- 
tens in 30% der Falle von Tumorzellen einer bestimmten Krebsart 
exprimiert, weiter bevorzugt in zumindest 40%, insbesondere in 
ziomindest 50% der Patienten. 

Erf indungsgemafi bevorzugte Kohl enhydrat-Epi tope sind Tumor-asso- 
ziierte Kohl enhydrat strukturen, wie die Lewis -Anti gene, z.B. Le- 
wis X-, Lewis b- -und Lewis y-Strukturen, sowie sialylierte Lewis 
x-Strukturen. Welters sind auch GloboH- Strukturen, KHl, Tn-An- . 
tigen, TF-Antigen, das alpha-l-3,Galactosyl-Epitop bevorzugte 
Kohlenhydrat-Antigen-Stmkturen im Rahmen der vorliegenden Er- 
f indiing. 

Ein besonders gutes Target fiir den erf indungsgemafi eingesetzten 
Antikorper ist das Lewis Y-Antigen. Besonders bevorzugt ist ein 
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humanisierter Antikorper, wie in der EP 0 528 767 beschrieben. 
Dieser Antikoorper erkennt Lewis Y-Antigeh an Tumorzellen bzw.. 
Oberf lachenrezeptoren von Tiiraorzellen. 

Es hat sich herausgestellt , dass die Oberf lachenrezeptoren einer 
Tumorzelle mit einer aberranten Glykosilierung relevante Epitope 
im Sinne der Erfindung ausbilden, wodurch diese Glykosilierung 
dxirch AntikOrper funktionell blockiert werden kann. Dies be- 
trifft nicht n\ir einen bestimmten Oberf ISchenrezeptor, wie den 
EGF-Rezeptor oder Her-2/neu Rezeptor. Es werden gleichsam alle 
Tumor - spezifischen Rezeptoren, die durch die aberrante Glyko- 
silier\ing charakterisiert sind, gleichzeitig blockiert. Darunter 
sind etwa alle Rezeptor en der EGF-Rezeptorf amilie, der CDS 5 
(791Tgp72/DAF - decay accelerating factor) - Rezeptor, der 
Trans ferrinrezeptor und das P-Glycoprotein. Die Tumorzelle wird 
damit aufgrund von verschiedenen Wirkmechanismen angegriffen. 

Es hat sich auch herausgestellt , dass Antikdrper, die gegen eine 
aberrante Glykosilierung gerichtet sind, in f xinktioneller Weise 
an mehrere Rezeptoren der Familie der EGF -Rezeptor en binden und 
damit die Signalkaskade zur Induktion des Zellwachs turns effektiv 
blockiert werden kann. Es konnte in der osterreichischen Anmel- 
dxing A 995/2002 gezeigt werden, dass insbesondere die erkl- iind 
erk2-Isoformen der MAP-Kinase funktionell durch die erfindungs- 
gemaS verwendeten AntikOrper gebunden werden k6nnen. Die Bindung 
der Wachstumsf aktoren an die Rezeptoren wurde dadurch verhindert 
bzw. reduziert. Diese Behandlung ist im Vergleich zur Immun- 
therapie mit AntikQrpern gegen den proteinaren extrazellularen 
Teil des EGF-Rezeptors spezif ischer , da die ungewohnlichen 
Tximor-assoziierten Kohlenhydratstrukturen auf EGF-Rezeptoren von 
normalen Zellen fehlen. Andererseits ist die Behandlung uni- 
verseller, da gleichzeitig verschiedene Rezeptoren mit gleicher 
aberranter Glykosilierung blockiert werden. 

Durch diese erf indungsgemSfie Verwendung wird somit auch die 
mitogene Stimulierxing einer Krebszelle durch EGF oder Heregulin 
verhindert. Die spezifische Bindung der Antikorper an eine 
Tximor-assoziierte Glykosilierung von Krebszellen, blockiert die 
Interaktion der Rezeptoren von Wachstumsf aktoren mit der en 
physiologischen Liganden und hemmt die Signaltransdxiktion durch 
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diese Rezeptoren ixnd damit das Zellwachstum. 

Gleichzeitig kann ein solcher * Antikorper durch seine Wirkiing in- 
nerhalb des hiimoralen imd zellularen Immimsys terns die Tumorzelle 
spezifiscli angreifen. Trjmorzellen, die den EGF-Rezeptor bzw. Re- 
zeptoren der EGF-Rezeptor-Familie exprimieren, werden er- 
f indungsgemafi spezifisch gebiinden land konnen lysiert werden. 
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Verfahren z\ir Auffindung geeigneter antigener Stnikt\iren, 
Modellierung iind Herstelliing der von TAA abgeleiteten Peptide, 
Polypeptide oder Proteine bzw. dafur kodxerende NukleinsSuren, 
weiter Lipoproteine , Glycolipide, Kohl enhydr ate oder Lipide sind 
dem Fachmann bekannt vtnd kSnnen ohne imzumutbaren expe- 
rimentellen Aufwand fur die jeweilige Tixmor-spezif ische Struktur 
zur Verfugung gestellt werden. Weiter sind die Verfahren zur 
Herstellung der spezifischen Antikorper bekannt, die erfindungs- 
gemafi geeignet sind. 

In einer besonderen Ausfiihrungsf orm wird ein Antikorpergemisch 
verschiedener Antikorper mit Spezifitat ftir TAA, insbesondere 
fur ziamindest zwei gleiche oder verschiedene Epitope eines Adha- 
sionsproteins, etwa eines homophilen zellulSren Membranproteins , 
wie EpCAM verwendet. Ebenso ist eine Kombination von Antikarpem 
mit Spezifitat fur mindestens ein TAA-Epitop der Lewis Kohlenhy- 
dratantigene, insbesondere Lewis Y, bevorzugt. 

Der relevante Antik5rper wird erf ind\ingsgemafi vorwiegend zur 
passiven Iiranunisierung eingesetzt, und insbesondere nur ein 
einziges Mai administriert . So werden etwa keine besonderen 
Nebenwirkungen erwartet, auch wenn der erf indungsgema&e Antik5r- 
per von einer nicht-humanen Spezies abgeleitet ist, wie etwa ein 
muriner Antikorper. Es wird jedoch erwartet, dass ein rekombi- 
nanter, chimarer, sowie ein mit murinen und menschlichen 
Bestandteilen kombinierter, humanisierter oder humaner AntikSr- 
per fiir die Verabreichung am Menschen besonders vertraglich ist. 

Unter dem Begriff "Antikorper" werden AntikOrper aller Art 
verstanden, insbesondere monospezif ische oder polyspezif ische, 
monoklonale AntikSrper, oder auch chemisch, biochemisch oder mo- 
lekularbiologisch hergestellte Antikorper, oder polyklonale An- 
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tikOrper mit einer bestimmten Spezifitat, etwa ein Immunserum 
Oder eine Fraktion eines Immunsearums • 

Der erf indungsgemaS verwendete Antikorper ist ublicherweise ein 
nativer Antikorper, der eventuell aus einem Organismus oder Pa- 
tienten isoliert wurde. Native Antikdrper sind heterotetramere 
Glykoproteine, die aus zwei identischen leichten Ketten und zwei 
identischen schweren Ketten zusammengesetzt sind. 

Es kann aber auch ein AntikSrper-Derivat eingesetzt werden, das 
bevorzugt aus der Gruppe der AntikOrper-Fragmente, -Konjugate, 
Homologe oder Derivate, aber auch Koiitplexe mit zusatzlichen 
Ef f ektor-Funktionen. Jedenfalls ist es bevorzugt, dass das Anti- 
kdrper-Derivat zumindest Teile des Fab- Fragment es enthalt, be- 
vorzugt gemeinsam mit zumindest Teilen des F(ab')2 Fragmentes, 
und/ Oder Teilen der hinge Region und/ oder des Fc-Teils eines 
lambda oder kappa Antikorpers . 

Weiter kann auch ein einkettiges Antikorper-Derivat , etwa ein 
sogenannter „ single chain AntikOrper mit Ef f ektorfunktionen im 
Sinne der Erfindung herangezogen werden. Der erf indungsgemaSe 
Antikorper ist vorzugsweise von der Art eines Immunglobulins, 
etwa eines IgG, IgM, IgA oder IgD. 

Erf indiingsgemas bindet der Antikoirper direkt an eine Tumorzelle 
Oder an Metastasen bzw. Mikrometastasen. Ein dadurch gebildeter 
Immunkomplex des Antikorpers ist Voraussetzung fiir die humoralen 
und zellularen Aktivitaten des Immunsystems , ausgedrtickt durch 
eine antibody-dependent cellular cytotoxity'' (ADCC) \ind/oder 
eine „ complement dependent cytotoxicity (CDC) Ef f ektorfunktion. 
Diese Eff ektorfunktionen werden mit Standardtests bestimmt. 

Hochaffine Antikdrper sind erf indungsgemaS bevorzugt. Insbeson- 
dere werden Antikbrper eingesetzt, die mit einer Affinitat ent- 
sprechend einer Dissoziationskonstante unter einem Kd-Wert von 
10"* mol/1, vorzugsweise weniger als 10"'' mol/1, am meisten bevor- 
zugt 10*® mol/1 Oder weniger bindet. 

Ein mogliches Behandlungsziel ist die effektive Bindxing und Re- 
dxiktion von Tumorzellen, um deren Disseminierung moglichst zu 
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verhindern. Gleichzeitig warden auch insbesondere die disse- 
minierten Tiomorzellen angegriffen. Die Anzahl der in Blut, 
Knochenmark oder Organen detektierbaren Txamorzellen bzw. der Mi- 
krometastasen wird erf indungsgemafi prophylaktisch irnd therapeu- 
tisch signifikant reduziert. Die Bildung von Metastasen soil 
dadurch verzSgert xand deren Wachstxua ziomindest verlangsamt 
werden. Durch die erf indungsgemaSe Immuntherapie kann also die 
rtickfallsfreie Lebensspanne imd damit auch die Gesamtuberlebens- 
zeit der Patienten verlSngert werden. Indikator ftir den Behand- 
liHigserfolg ist die signif ikante Rednktion von Tumorzellen in 
Blut, Serum oder Knochenmark, 

Das erf indungsgemaS verwendete Arzneimittel liegt vorteilhaf ter- 
weise in einer geeigneten Formuliening vor, Bevorzugt sind sol- 
che Formal ieriingen mit einem pharmazeutisch akzeptablen Trager. 
Dieser xamfasst beispielsweise Hilfsstoffe, Puffer, Salze und 
Konservierungsmittel . Vorzugsweise wird eine fertige Infusions- 
losung zur Verfugung gestellt. 



Nachdem ein AntikSrper relativ stabil ist, haben Arzneimittel 
auf Basis von Antikorpem oder deren Derivate den wesentlichen 
Vorteil, dass sie als lagers tabile LSsung bzw. Foarmulierung in 
einer gebrauchsf ertigen Form ready- to-use^ in den Verkehr ge- 
bracht werden kSnnen. Diese ist bevorzugt bei Ktihlschranktempe- 
raturen bis zu Raumtemperatur in der Foirmulierung lagerstabil. 
Das erf indungsgemaS verwendete Arzneimittel kann aber auch in 
gefrorener oder lyophilisierter Form zur Verfugung gestellt 
werden, die bei Bedarf auf ge taut bzw. rekonstituiert werden 
kann. 

Die zur Verfiigxing gestellte AntikOrperlosung kann als Bolus-In- 
jektion oder auch in verdtinnter Form intravenos verabreicht 
werden. Das Arzneimittel kann beispielsweise in etwa 1:10 bis 
1:100 facher Verdtinnung mit physiologischer Kochsalzlosung als 
Infusionpraparat hergestellt werden. 

Zur sattigimg der relevanten Oberf lachenantigene der Tiomorzellen 
wird tiblicherweise eine hohe Dosis von mindestens 50 mg, 
vorzugsweise mindestens 100 mg, am meisten bevorzugt mindestens 
200 mg pro Patient verabreicht. Die maximale Dosis ist durch die 
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Vertraglichkeit des Antikorpers lirciitiert, xjmd richtet sich nach 
dessen Spezifitat \md Aviditat. Hiimanisierte Antikorper bzw. hu- 
mane Antikorper sind am besten vertraglich. Eine Dosis bis zu 
1 g Oder in einigen Fallen bis zu 2 g pro Patient und Behandlvmg 
kann durchaus vorteilhaft sein. 

Der Patient wird tiblicherweise nach dem chirurgischen Eingrif f 
weiter \intersucht, ma gegebenenfalls eine geeignete Krebsbehand- 
lung vor zxinehmen • Sollte sich nach dem chirurgischen Eingrif f 
zeigen, dass der Tumor die relevanten TAA aufweist, kann un- 
mittelbar mit den gleichen Antik5rpem, die intraoperativ einge- 
setzt wurden, und/oder mit immuntherapeutisch wirksamen anderen 
AntikSrpem weiter behandelt werden. 

Die libliche Behandlung zu passiven Immuntherapie umfasst mehrma- 
lige Infusionen in regelmafiigen Abstanden, etwa wochentlich fur 
einen Zeitraum von 6-24 Wochen, mit einer Dosis im Bereich von 1 
bis 10 mg/kg, vorzugsweise im Bereich von 2 bis 6 mg/kg. Die Be- 
handlung wird vorzugsweise in bestimmten Zeitabstanden wieder- 
holt, entsprechend der Halbwertszeit des verwendeten 
Antik5rpers, die tiblicherweise im Bereich von 5 bis 30 Tagen 
liegt. Durch besondere Derivatisierung des AntikOrpers ist es 
mSglich, die Halbwertszeit auf bis zu mehreren Monaten zu 
veriangem und dadurch die Behandlungs interval le entsprechend zu 
veriangem. 

Die Konzentration des Arzneimittelwirkstof f es richtet sich nach 
dessen Vertraglichkeit. Dabei kann ein besonders vertragliches 
Praparat auf Basis eines humanisierten Antikorpers in hoher Kon- 
zentration direkt ohne weitere Verdunnimg an den Pat lent en 
verabreicht werden. Durch die bevorzugte Konzentration im Be- 
reich von 0,1% bis 10%, vorzugsweise von l%-5%, ist es mdglich, 
das verabreichte Voliimen und die entsprechende Infusions zeit 
gering zu halten. 

Die Kombination mit bekannten adjuvanten Behandlungsmethoden ist 
durchaus tiblich, Darunter finden sich Mittel zur Radiotherapie 
Oder Chemotherapie, wie der Monotherapie oder Polytherapie. Aus 
Grunden der verschiedenen Wirkmechanismen wird die Immxintherapie 
vorzugsweise mit der Polychemotherapie kombiniert. 
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Bevorzugterweise fiir die Chemotherapie eingesetzte Mittel sind 
alkylierende pharmazeutische Praparationen. So sind etwa Mittel 
enthaltend Taxan, Anthracycline Oder Platin bevorzugt, Alle ub- 
lichen Praparate, die fiir die verschiedenen Krebsbehandlvmgen 
ziHn Einsatz kommen, konnen erf indxangsgemaS kombiniert werden. 
Die Chemotherapeutika werden ublicherweise intraven5s Oder per- 
oral verabreicht. Perorale Verabreichungsf ormen der Chemothera- 
peutika kannen eventual 1 auch mit einer peroral en Form zur 
Immuntherapie erf indungsgemSfi als Kombinationspraparat verab- 
reicht werden. 

Im Folgenden wird die Herstellung eines erf indungsgemalS herge- 
stellten Arzneimittels sowie dessen intraoperative Anwendung 
beispielhaft beschrieben. Die folgenden Beispiele und Figuren 
sollen die vorliegende Erfindung weiter eriautern, aber nicht 
einschranken : 

Figur 1 zeigt die Inhibition des Xenograft-Wachs turns durch 
IGN311 und ABL364 nach Inokulation mit 1x10® A431 Zellen in 
Mausen . 

Figur 2 zeigt die Inhibition des Xenograft -Wachstioms durch 
IGN311 nach Inokulation mit 3x10® A431 Zellen in Mausen. Die Be- 
handlung mit den Antikorpern erfolgte innerhalb eines Tages nach 
Dissemininierung der Tumorzellen. 

Figur 3 zeigt die Tiomorgewichte ohne und mit Behandlung durch 
IGN311 xand ABL364. 

Figur 4 zeigt die Reduktion der zirkulierenden EpCAM positiven 
zellen im Blut nach Behandlung mit einem murinen IgG2a Mab mit 
EpCAM mimicking Eigenschaf ten. 

BEISPIELE 

Beispiel 1: 

Herstellung eines Ijewis Y-Antikorper 

IGN311 ist ein humanisierter Antikorper, abgeleitet von BR55-2 
murinem lgG3 Antikorper. Dieser murine Antikorper stammt von der 
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Hybridoma-Zelllinie BR55-2 (BR55-2/IgG3) , die am 17.2.1987 bei 
der American Type Culture Collection, Rockville MD 20852, USA 
imter ATCC HB 9324 hinterlegt wurde. 

Der humanisierte Antikorper wurde durch CDR-graf ting hergestellt 
(Cancer Research 56, 118-1125, March 1, 1996) . Als konstante Re- 
gion der schweren Kette wurde hiamanes IgGl herangezogen. Die Hu- 
manisierung wurde gemSS EP 0 528 767 durchgef tihrt . Der 
AntikSrper wurde in SP2/0 Zellen produziert* 

Der erhaltene IGN311 zeigte sich als sehr aktiv: Humanes Komple- 
ment wurde mit einer gegentiber dem murinen AntikSrper etwa 10- 
fach erhohten CDC aktiviert, um Lewis Y positive Tumorzellen zu 
lysieren. Die Aktivitat des IGN311 wurde gegen eine Auswahl von 
Lewis Y positiven menschlichen Tumorzelllinien in Anwesenheit 
von menschlichem Komplement untersucht (CDC) (SKBR5, breast can- 
cer, SW948, colon cancer; SW2, small cell lung cancer; and MCF7, 
breast cancer) . Die ADCC wurde ebenfalls gegen eine bestimmte 
Auswahl von TiHaorzelllinien untersucht. Die Bindungsaf f initat 
blieb auch nach Humanisierung etwa gleich. 

Das Produkt wurde in Phosphat-gepuf f erter KochsalzlOsung formu- 
liert und in einer Konzentration von 10 mg/ml abgeftillt. Diese 
StammlOsung wird vor Gebrauch je nach Verwendung verdunnt. Ftir 
das i.v. Produkt wird die Losung 1: 50 mit physiologischer Koch- 
salzlosung verdunnt- Falls das Praparat. lokal im Wundbereich ap- 
pliziert wird, wird das Praparat unverdunnt eingesetzt. 

Ariwendiang wahrend der Tumorresektion 

Patienten mit diagnostiziertem Darmkrebs werden zur operativen 
Entfemiing des Tramors vorbereitet. Vor der Behandlung wird eine 
Blutprobe entnommen. Die Behandlung mit dem i.v. Produkt erfolgt 
immittelbar vor der Operation iiber einen Zeitraxam von 2 Stianden. 
Die verabreichte Dosis belief sich auf 50 mg. Danach wird der 
Tumor innerhalb von 4 Stunden entfemt. 

Blutproben werden unmittelbar nach dem Einleiten der Narkose, 
nach der Tumorresektion und 24 Stxmden nach der Operation ent- 
nommen. Die Txomorzellen werden aus den frischen Blutproben ange- 
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reichert, auf Objekttrager aufgebracht und bis zur iinmunzytoche- 
mischen Analyse bei -20®C gelagert- <^ 

Eine Probe des entnommenen Tinnorgewebes wird fur die immxinliisto- 
chemisclie Untersuchiing vorbereitet. 

Txomor- und Tumorzellbestimmung 

Eine immunhistochemisclie Bestiiratiung von Lewis Y Antigen wird ftir 
das operativ entfemte Tumorgewebe empfohlen. Zur histologischen 
Bestimmung des Lewis Y Antigens wird deparaf f iniertes Gewebe mit 
dem murinen AntikSrper BR55-2 und anschlieSend mit einem bioti- 
nylierten Ziegen anti-Maus IgG (Vector Laboratories) inkubiert. 
Unspezif ische Bindungsstellen werden mit normalem Ziegensenam 
blockiert. Zur Bestimmung des Immunkomplexes wird Horseradish- 
Peroxidase-Streptavidin (1:325 in phosphatgepuf f erter physiolo- 
gischer Kochsalzlos\ing) zugegeben, und eine Farbung vorgenommen. 
(siehe dazu J.E, Beesley; chapter 2.5.: Avidin-biotin metbods in 
Immunocytochemistry edited by Oxford Univ. Press, 1993). 

Disseminierte Tumorzellien werden aus den Blutproben folgenderma- 
Sen bestimmt. 

1 . Tumorzell-AnreicberTxng : 

25 ml peripheres Blut wurden bei 1600 x g 20 min bei 4^0 in 
einem OncoQuick® Rohrchen (Greiner bio-one, Altmiinster, 
Osterreich) zentrifugiert . Die Tumorzellen enthaltende Phase 
wurde in ein wei teres Zentrifugenrohrchen ubergefiihrt und ein 
Zell-pellet durch Zentrif ugieren gewonnen. Dieses Pellet wurde 
resuspendiert . Der zelluiare Anteil der Suspension wurde auf 
einen Objekttrager fur mikroskopische Untersuchung zentrifu- 
giert. Der Objekttrager wurde bei -20®C bis zur Auswertung ge- 
lagert . 

2 .Tumorzell-Bestimmung 

Auf den Objekttrager mit den isolierten und anger ei chert en 
Tumorzellen wurde eine Losung mit f lucres zenzmarkierten spezi- 
fischen Antikorpem aufgebracht. Nach einer Inkxibationszeit von 
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30 min warden die durch die Antikorperbindung markierten 
Tumorzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan Zeiss, Je- 
na, Deutschland) sichtbar geinacht \ind ausgezahlt. Der Gehalt an 
Tumorzellen in Blut wurde dann entsprechend dem Anreichenings- 
faktor kalkuliert. Die Methode wurde mit Standard Tumorzell- 
Suspensionen validiert. 

Als markierte spezif ische AntikOrper werden beispielsweise 
IGN311 (Anti-Lewis Y) \jnd A45-B/B3 Anti-Cytokeratin: (200 ug/ml, 
Micromet, Martinsried, Deutschland) , beide mit f luoreszierenden 
Proteinen konjugiert, eingesetzt. 

Belspiel 2: Hexmoung des Tumorwachsttams durch Antikdrper gegen 
I<ewls-Y bei Xenograft -Hodellen in Nacktmausen 

Der Antikorper IGN311 (humanisierter IgGl, beispielsweise nach 
EPO 528 767) bzw. sein mariner Vorlaafer ABIi364 (IgG3., EP 0 547 
079) erkennen das Lewis-Y-Antigen, einen dif acosylierten Lacto- 
samin-Glykosidrest auf Oberf lachenmolekulen. In manchen Zellen., 
insbesondere in Txamorzellen, werden auch Rezeptoren ftir Wachs- 
tumsfaktoren mit Lewi s-Y- Antigen modifiziert. Dies trifft auch 
ftir die Familie der EGF-Rezeptoren (erbBl, erbB2, erbB3, erbB4, 
vergl. A995/2002) zu. Es soli daher mit entsprechenden humanen 
Tumorzelllinien (A431) untersucht werden, ob IGN311 auch in vivo 
in einem Xenograf t-Modell das Anwachsen der Tximoren anterdriickt, 
das Wachstum eines bestehenden Tumors hemmt and eine disse- 
minierte Erkrankxing verhindert; Durch Vergleich des murinen Vor- 
laufers ABL364 mit IGN311 soil auch geprtift werden, ob die 
Fixierung von Komplementkomponenten eine Rolle bei der Beseiti- 
gung der Tixmorzellen spielt, 

Ziel ist es u.a., den experimentellen Nachweis einer Wirksamkeit 
von IGN311 bei epithelialen Tumormodellen zu erbringen. Damit 
wird eine Voraussetzung fur die Anwendung von IcaT311 bei der 
Therapie von menschlichen Erkrankungen geschaffen. 

l^laterial und Methoden: 
Material : 

Das f Stale KSlberserum stammt von PAA Laboratories (Linz, Aus- 
tria) , Dulbeccos modified Eagle Medium (DMEM, RPMl-1640) Medium, 
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nicht-essentielle Aminosauren, S-Mercaptoethanol stainmen von 
GIBCO-BRIi (Grand Island, NY) . Die A431 ZTelllinie wiirde von ATCC 
(Manassas / VA) erworben. L-Glutamin, Penicillin G imd Streptomy- 
cin stammen von Sigma Chemical Co. 

Zellkultur: A431 Zellen (hiimane epidermale Krebszelllinie aus 
Vulvakarzinom) warden in Dulbeccos modif iziertem Eagle Medixom 
(DMEM) enthaltend 10% Kaiberserum, 4inM L-Glutamin, 100 Einhei- 
ten/ml Penicillin G xind 100 ug/ml Streptomycin bei 5% CO2 und 
37 ^C kultiviert. SKBR3 Zellen (aus hximanem Brustkrebs) warden in 
RPMI-1640 Medium bei 5% CO2 und 37°C kultiviert, wobei das Mediinn 
mit 10% Kcilberserum, 2mM L-Glutamin, 100 Einheiten/ml Penicillin 
G und lOOug/ml Streptomycin versetzt wurde. 

Tierhaltung, Xenograf t-Inokulation: Pathogenf reie, '5-6 Wochen 
alte BALB/C nu/nu Mauseweibchen werden fiir das Beispiel 
verwendet (Quelle: Versuchstierzucht Himberg) . Das Gewicht der 
Tiere betragt 18-20 g. 

BALB/c (nu/nu) MSuse mtissen aufgrund ihrer Immunschwache unter 
pathogenfreien Bedingungen in speziellen Filterkaf Igen (Seal- 
Saf e-IVC-KSf ige, Techniplast, Munchen) gehalten werden. Kafige 
mit Streu, Trinkwasser und Putter werden autoklaviert . Manipu- 
lationen an den Versuchstiere erfolgen in einer sterilen Werk- 
bank. Die injizierten Zelllinien werden auf Kontamination mit 
Mykoplasmen (wo fiir ein PCR-Kit zur Verftigung steht) geprtift, 
KulturtiberstcLnde von A431-Zellen werden stichprobenartig diesen 
murinen Zellkulturen zugesetzt xind auf einen zytopathischen 
Effekt gepriift; wenn dieser auftritt, wird er als Hinweis auf 
das Vorhandensein einer viralen Kontamination gewertet. Naturge- 
malS werden diese Zellen nicht den NacktmSusen administriert, be- 
vor das Problem der viralen Kontamination nicht beseitigt ist. 

Generieren von vinterscliiedlichen Txamoren in Nacktmausen 

Bei jeweils 6 Mausen pro Gruppe werden --5*10^ Tumorzellen siibcu- 

tan (s.c.) in den Bereich der linken Flanke injiziert: 

Daftir werden die A431 Zellen in 200 ]il Phosphat-gepuf f erter 

SalzlSsung resuspendiert ; nach spates tens 6 Wochen werden die 

MSuse mittels zervikaler Dislokation getotet und evaluiert. 
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Die Administration der Antikorper erfolgt durch intraperitoneal e 
Injektiori (2 Mai pro Woche) . Die erste Administration erfolgt am 
nachsten Tag, d.h. etwa 21 Stunden (max. 24 Stxinden) * nach Ap- 
plikation der Tximorzellen. 

Die Tiere werden mit IGN311 iiber 4 Wochen behandelt, Danach 
werden die inner en Organe ( insbesondere die Lunge) auf Ausbil- 
dung von Metastasen untersucht. Die Quantif izier\ing erfolgt 
durch Auszahlen der sichtbaren LSsionen. 

Datenanalyse 

Der Messparameter ist die Tumorgrdfie; dieses wird sowohl tiber 
das Gewicht des Tumors (= am Ende) bestimmt als aus den 
Dimensionen (2x wochentlich) berechnet; letzteres erfolgt auf 
Grund der Messung des (groSten) Langs- und Querdurchmesser und 
der Dicke nach der Formel fur das Volumen eines Ellipsoids (12) : 
Voliamen = Lange * Breite * Hohe*7C/6 bzw. bei kleinen Tiimoren, de- 
ren Dicke nicht sicher bestimmt werden kann: Volumen = 
Lange* Breite2 * 7C/6, Altemativ wird das Gewicht der Tumoren 
f estgestellt , 

Ergebnisse: 

Zu Beginn wurde eine Titrationsstudie durchgef tihr t , um die Zahl 
der Tumor zellen zu bestimmen, die ftir die Inokulation notwendig 
ist, Der Bereich lag zwischen 0.5-5x10® Zellen. Tumore wurden mit 
den A431 Zellen erhalten. 

4 Mause/Gruppe wurden mit 1x10^ A431 Zellen inokuliert, die 
Verabrei Chung der Antikorper erfolgte am nachsten Tag mit einer 
Menge von lOmg/kg an IGN311 bzw. ABL364. 

Figur 1 zeigt die Inhibition des Wachstioms des Tumor-Xenograf ts 
durch IGN311 und'ABL364. Die Verabrei chung der AntikSrper wurde 
innerhalb eines Tages nach der subkutanen Tumorzell-Applikation 
begonnen . 

Am Tag 25 wurden die Tiere getStet, die Txomormasse entfemt und 
das Gewicht bestimmt. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurden 3x10^ Tumor zellen inoku- 
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liert, was zu einer rascheren Tumorbildung fuhrte. Hier wurde 
getestet, ob durch eine Erhohung der IGN311-Dosis von lOmg/kg 
auf 30mg/kg zu einer- zus at zlichen Wachstumsheitmiing fuhrte. Wie 
aus Fig. 2 ersichtlich ist, zeigt IGN311 auch bei erhohter Dosis 
eine inhibitorische Wirkung. 

Die Bestimmung des Tumorvolumens erwies sich als schwierig, da 
die Tuitioren nicht als ellipsoide KOrper wuchsen. Daher wurden 
die Tiere am 16. Tag getStet xand das Gewicht der Txamonnasse be- 
stiirant. Die Ergebnisse sind Figur 3 zu entnehmen, 

Basierend auf den erhaltenen Daten kann festgestellt werden, 
dass in diesem Xenograft Modell IGN311 eine signifikante Anti- 
tumor- Aktivi tat in vivo zeigt und der Effekt des IGN311 nicht 
dramatisch durch eine Erhohung der Dosis von lOmg/kg auf 3 0mg/kg 
gesteigert wird. 

In einem altemativen Versuchsansatz erfolgt der Nachweis der 
Hemmung des Timiorwachstums bzw. der Disseminieming der 
Tumorzellen durch den AntikSrper dadurch, dass die AntikOrper 
innerhalb von maximal 24 StTinden vor der Applikation der 
Tumorzellen sxibkutan oder intravenOs verabreicht werden. Die 
Tumorzellen k5nnen wieder subkutan, intravenSs oder direkt in 
die Lxinge der Versuchs tiere appliziert werden. 

Das Tiomorwachstiom wird an den lebenden Tieren uber die Messung 
der TumorgroSe bestimmt, nach mehreren Tagen bzw. Wochen werden 
die Tiere durch zervikale Dislokation getotet und die Tumorgrofie 
bestimmt. Welters werden die Organe entnommen und mittels ver- 
schiedener Verfahren auf Mikrometastasen und andere tumorbeding- 
te VerSnderungen untersucht. 

Beisplel 3: Nachweis der Reduktion zlrkullerender EpCAM Zellen 
ixn Blut 



Patienten, Material xmd Methoden: 

Zur Vakzinierung wurde ein muriner IgG2a Mab, mit EpCAM Mimick- 
Eigenschaf ten verwendet. Der Antikorper wurde in einer Menge von 
0,5mg Mab adsorbiert auf 1,67 mg Aluminium Hydroxid in 0,5 ml 
Puffer subkutan verabreicht. 
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Als Probanden warden an Krebs erkrankte Patienten (alter als 19 
Jahre) ausgewahlt, bei denen durch konventionelle Therapie keine 
♦ . Erfolge erzielt werden konnten. Die Beliandlimg erfolgte mit 
0,5 mg Antikorper, siibkutan an den Tagen 1, 15, 29, 57. 

Analyse von zirkulierenden Tumorzellen in peripherem Blut: 
5 ml heparinisiertes Blut wurde an den Tagen 1, 29 und 71 ent- 
nommen. Nach milder Erithrozyten-Lyse wurde die Restf Itissigkeit 
mit para-magnet is chem anti-EpCAM AntikSrper inkubiert und die 
Zellen auf einer magnetischen Saule aufgetrennt (Miltenyi) . Nach 
der Elution wurden die gebundenen Zellen mit FITC-anti-EpCAM An- 
tikdrper markiert und analysiert bzw. in einem Inversions-Fluo- 
reszenz-Mikroskop gezahlt. 

Die Ergebnisse sind der Figur 4 zu entnehmen, worin die Redukti- 
on der zirkulierenden EpCAM Zellen im Blut deutlich zu sehen 
ist . 

Beisplel 4: Verabreichxing des IGN311 an Patienten mit Pleuraler- 
guss 

In einer klinischen Untersuchxing wird Patienten (18 bis 80 Jali- 
re) , die em Krebs erkrankt sind xind einen Pleuralerguss auf- 
weisen, 100 mg IGN311 in einer Einmalgabe intravenOs maximal 24 
Stunden vor Entfernung des Ergusses verabreicht. 

Sowohl das Volumen der Pleuraf Itissigkeit , die durch die Drainage 
abgeleitet wird, als auch das Vorhandensein von Lewis y posi- 
tiven Tumorzellen werden bestiramt. Die biologische Aktivitat des 
IGN311 in der pleuralen Effusion kemn durch CDC Bestimmung er- 
folgen. Welters kann bestimmt werden, ob die Zeit, bis die 
Pleurodese durchgeftihrt werden kann, das bedeutet bis die Pleu- 
raf Itissigkeit abgeronnen ist, durch die Gabe des AntikSrpers 
verktirzt werden kaiin. 
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Patent anspriiche : 

1. verwendiong eines Praparates auf Basis eines Antik6rpers 
gerichtet gegen ein Tiamor-assoziiertes Antigen zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur intraoperativen Behandlxang von Txjmoarpa- 
tienten durch Immunkomplexiemng von Tumorzellen im Rahmen von 
chirurgischen Eingriffen, wobei das PrSparat zur prophylak- 
tischen Behandlung zur Verhinderimg der Disseminierung von 
Tumorzellen eingesetzt wird. . 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass der 
Antikorper gerichtet gegen ein Epitop eines Oberf lachenantigens 
einer Tioinorzelle ist . 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Tumorzelle eine epitheliale Tiomorzelle ist- 

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der AntikSrper gerichtet gegen ein Epitop eines 
Antigens ausgesucht aus der Gruppe der Peptide oder Proteine, 
insbesondere EpCAM, NCAM, CEA, der Kohlenhydrate, insbesondere 
Lewis Y, Sialyl-Tn, Globo H, und der Glycolipide, insbesondere 
GD2, GD3 \md GM2, ist. 

5- Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Antikorper in einem Antikorpergemisch von 
verschiedenen Antikorpern mit Spezifitat ftir Tumor-assoziierte 
Antigene verwendet wird. 

6, verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der AntikSrper das Immunsystem funktionell ak- 
tiviert/ entsprechend einer ADCC iind CDC-Ef f ektorfunktion. 

7 . Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der AntikSrper an das Tumor-assoziierte Antigen 
mit einer Aff initat entsprechend einer Dissoziationskonstante 
unter einem Kd-Wert von 10"® mol/1, vorzugsweise weniger als 
10"''mol/l, am meisten bevorzugt 10"® mol/1 oder weniger bindet. 
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8 . Verwendimg nach einem der Anspriiche 1 bis 7 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Antikorper von murinen, chimaren, hu- 
manisierten und/oder humanen Quellen abgeleitet ist. 

9. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Arzneimittel systemisch mit einer einmaligen 
Dosis von mindestens 50 mg, vorzugsweise mindestens 100 mg, am 
meisten bevorzugt mindestens 200 mg, bis zu 2 g pro Patient, 
verwendet wird. 

10. Verwendxing nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Arzneimittel lokal zum Tumorgewebe und/oder 
zum Wtindbereich appliziert wird. 

11. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet/ dass das Arzneimittel unmittelbar wahrend oder 
vor, vorzugsweise innerhalb 24 Stunden, vorzugsweise innerhalb 4 
Stunden vor dem chirurgischen Eingrif f verabreicht wird. 

12. Verwendung nach einem der Ansprtiche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der chirurgische Eingrif f zur Biopsie xind/ 
Oder Entfemung eines soliden Tumors vorgenommen wird. 

13. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass der chirurgische Eingrif f zur Bestimmxang tiber 
die Malignitat eines Tumors vorgenommen wird. 

14 . Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 13 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Antikorper nach dem chirurgischen Ein- 
griff am immunkomplexierten Tumorgewebe bestimmt wird. 

15. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Antikorper an Tumorzellen in Blut- oder 
Serumproben bestimmt wird. 

16. Set zur intraoperativen Behandlung von Tumorpatienten, ent- 
haltend 

a) ein Arzneimittel auf Basis eines Antikorpers gerichtet gegen 
ein Tumor-assoziiertes Antigen, und 

b) ein Mittel zur diagnostischen Bestimmung von malignen 
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